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一、引言
聚合酶链式反应分析仪作为核酸检测的重要仪器，广泛应

用于生命科学、生物医学定等诸多领域，尤其在新冠肺炎疫情

期间，更是作为核酸检测的重要设备得到了非常广泛的应用。

然而，对测量结果准确性的验证和测量结果的可追溯性仍处于

起步阶段。如何保证仪器的性能符合要求，让实验结果有据可

查，业界目前还没有给予足够的重视，测量溯源工作还没有像

其他的检测手段那样普及。对于分子生物学领域的高精度仪器

来说，这些都是尤为重要的关键点。生物实验的特殊性和复杂

性容易导致结果重现性和稳定性差等问题，如果仪器本身的测

量特性存在偏差，将直接影响反应过程，进而对结果的准确性

产生很大影响。同时，PCR仪器测量测试是生物识别的重要组

成部分。其行业统一标准的制定可以更好地服务核酸检测相关

行业，具有巨大的市场和潜在的经济效益。

二、热循环仪温度测量
温控模块是各类热循环仪的通用部件，其温度准确性、温

度检测的均匀性直接影响DNA扩增检测过程的最终结果。应该

说，温度是PCR仪器最重要的测量特性之一。由于PCR是扩增的

几何级数，任何细微的温度变化都可能使得实验结果严重偏离

设计精度，甚至可能导致产生错误的扩增结果，从而导致假阳

性或假阴性。热循环仪常见的加热模块有多种不同的孔数，其

中96孔最为常见。目前常见的PCR校准标准主要定义了精密温

度传感器和数据采集分析模块的数量，一般意义上需要不少于

15个由精密温度传感器和数据采集分析模块组成的温度传感模

块，才能有效地保障温度检测结果的准确可靠。

PCR温度校准装置需要满足探头靠近加热孔的要求，传感

器精度足够高，响应速度快，并且可以在PCR盖关闭的情况下

延长数据传输线。稳定的温度循环是定制精密设备所必需的。

PCR仪器温度的测量和测试技术指标主要有温度精度、模块温

度均匀性、温升下降率、温度持续时间精度等。其中温度精度

是起到决定性作用的指标。温度均匀性是指热循环仪温控模块

上不同区域温度极值的大小。一般来说，PCR仪器的温控模块

具有边缘效应，即环境温度与中心温度略有不同。做的相对较

好厂家可达±0.3℃。升温和降温的速度影响扩增效率，这关

系到 PCR仪器再短时间内复制出的产物的能力的强弱。厂家规

定的升温速率为±3℃/s，但是这个参数收到传感器的精度影

响较大，在反复使用多次以后，可能出现衰减的现象。温度超

调是指温度在从一个设定值向着另一个设定值变化的过程中，

超出设定值的现象。过高的过冲温度也不利于测试，可能对试

验结果带来负面影响，严重时甚至可能破坏实验结果的准确

性。一般在目标温度的5%以内是可以接受的，越低越好，保温

时间精度是指热循环仪设置的保温时间与实际保温时间之间的

相对偏差。PCR仪器的标准要求控制在5%以内。

三、PCR仪器荧光测量
热循环仪的荧光测量主要针对荧光定量热循环仪，一般分

为温度控制系统和荧光检测系统两部分。实时荧光PCR技术是

在PCR反应体系中加入荧光基团，通过荧光信号的积累实时监

测整个PCR扩增过程，最后通过标准曲线等对未知样品进行定

量分析。一般采用荧光化学检测方法，分为荧光探针法或荧光

染料法。对于其荧光系统的测量和检测，目前有染料法和光学

系统校准法。染料法主要利用FAM、ROX等荧光染料配制不同浓

度标准荧光染料溶液，加入定量PCR仪的检测孔中，运行PCR程

序，通过仪器的荧光系统通道数据采集目标，检测荧光强度的

精度。同时，用已知浓度的标准荧光染料进行梯度稀释后，可

将荧光测量结果与标准溶液浓度进行线性回归，得到荧光线性

相关结果。在进行荧光测量参数测试时，需要注意：1）选择

可溯源的荧光染料纯度标准物质；2）注意荧光染料的稳定性

和储存条件，避免因荧光染料自身的属性变化影响测试结果；

3）稀释和加样过程中使用称重天平等设备，需要由专业人员

操作，避免人工操作造成实验误差。使用化学试剂方法检测荧

光系统时，存在试剂制备过程中人为操作影响较大等问题。使

用物理方法测试荧光系统可以避免此类问题。

四、热循环仪样品测量
影响PCR实验结果的因素包括诸多方面。样品可以控制的

因素是标准物质，通过选择准确稳定的标准物质，并从可靠的

厂家中选择特异性好、活性稳定的试剂来保证高质量的扩增。

尽可能选择具有相关专业素养的人员操作仪器，避免误操作和

不熟练操作，减少测量结果的人为误差。与普通PCR相比，定

量PCR的定量性能主要体现在定量线性范围和仪器分辨率上。

目标DNA的定量分析在临床基因诊断、DNA鉴定和基因改造检测

中尤为重要。仪器的定量性能也直接决定了测量结果的准确

性。

五、结束语
总体而言，我国在聚合酶链反应分析仪测定检测技术方

面的研究有待提高。PCR仪的广泛应用为广大科研技术人员提

供了方便，但其基本性能和工作状态需要定期测量，以保证实

验数据的可靠性。本文根据相关标准和校准规范讨论了几种不

同类型热循环仪的测量和测试技术，并提出了一些存在的问题

和值得注意的点。一般来说，温度性能测试和温度校准装置的

研究和应用比较多，操作比较简单，对技术人员的专业要求不

高，配套的数据处理分析软件比较成熟，温度标准制作国内外

基本可以满足测量需要。荧光和样品测量需要具有生物相关专

业背景的人员才能操作。可用的标准材料种类不同，受人员操

作和环境因素影响较大。对于如何进一步提高PCR仪器的实验

结果的可信性的研究工作还有待后续的进一步研究。本文为

PCR仪器的测量检测技术、标准仪器和标准材料的选择提供了

参考和依据，对促进PCR技术的发展和应用也将起到积极的推

动作用。
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聚合酶链反应分析仪计量测试技术探讨
杨智

（沈阳市市场监管事务服务中心（沈阳市检验检测中心）沈阳计量测试院　辽宁　沈阳　110179）

[摘　要]聚合酶链式反应分析仪（PCR仪）广泛应用于生命科学研究、临床检验、食品检测、司法鉴定等领域。PCR仪器计量

特性直接关系到检测结果，在新冠肺炎疫情期间得到了非常广泛的应用。为了能确保PCR仪器检测结果是可采信的，同时是符合相

关实验室认证要求的，本文就市场上常见的几种 PCR仪器的主要计量特性参数、检测方法、检测设备及标准物质等方面进行了讨

论，以其为 PCR仪器的计量检定工作提供参考和依据。
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